NETosis 誘導機構の解析 NADPH oxidase 非依存性NETosis におけるミトコンドリアの関与と女性ホルモンの影響 by 瀧下 裕












学位論文題目「NETosis 誘導機構の解析 NADPH oxidase ⾮依存性NETosis における
ミトコンドリアの関与と⼥性ホルモンの影響」 
 
論文審査委員（主査）教  授 里見 佳子 博士（医学） 
（副査）教  授 鈴木 宏治 薬学博士、医学博士 
教  授 定金 豊   博士（理学） 
准教授 西田 圭吾 博士（医学） 
准教授 米田 誠治 Ph.D.in Chemistry（オランダ） 
 論	 文	 要	 旨 
 
	 氏	 名	 瀧下	 裕	
論文の題名	


























第一章	 NADPH オキシダーゼ非依存性 NETosis の刺激物質の同定		
	 NOX は好中球における ROS	 の主な産生酵素である。NETosis 誘導には NOX 由来の ROS が重要で
あり、NOX 依存性に誘導される NETosis を NOX 依存性 NETosis と定義している。しかしながら、最
近、NETosis 誘導に NOX の活性化に関与しない機構も明らかになり、NOX 非依存性 NETosis と定義
された。本研究では、NETosis 誘導機構における NOX 依存性と NOX 非依存性 NETosis の違いを明ら
かにするために、NOX 欠損マウスとミトコンドリア欠損細胞を用いて詳細に解析した。NOX のノッ
クアウトマウスである gp91phox ノックアウトマウスから腹腔に浸潤した好中球を回収して実験を
行った結果、Phorbol	 12-myristate	 13-acetate(PMA)刺激では NETosis は誘導されなかったが、
カルシウムイオノフォアである A23187 刺激においては誘導された。PMA は PKC を介して NOX を活
性化する刺激物質であるため、gp91phoxノックアウトマウスでは、ROS が産生されず NETosis 誘導
がおこらなかったと考えられた。また、A23187 刺激では NOX の活性化を介さずに NETosis を誘導




	 ミトコンドリアは、NOX とは異なる ROS 産生酵素をもつ。そのため、ミトコンドリアから産生さ
れる ROS の影響について検討した。ミトコンドリアの ROS 産生を抑制する mito	TEMPO を用いて、
PMA、A23187 両刺激の影響を調べた結果、どちらの刺激剤も部分的に NETosis 誘導を抑制した。し
たがって、ミトコンドリアは、NOX 依存性、NOX 非依存性 NETosis の両者に関与することが明らか
になった。そこで、さらにミトコンドリアの関与を明らかにするため、ミトコンドリア欠損細胞
（ρ0細胞）を作成した。本研究ではより早期にミトコンドリア遺伝子を欠損させる新たな方法と
して、HL-60 細胞に 2',3'-dideoxycytidine を加え、7 日間培養する方法を確立した。本細胞を用
いた解析の結果、好中球に分化させた ρ⁰細胞では、A23187 刺激において NETosis は誘導されな
かったが、PMA 刺激においては誘導された。この際、NETosis 誘導において鍵となる分子である
peptidyl	argininedeiminase	4	(PAD4)の発現、ヒストンのシトルリン化についてはミトコンドリ









た。解析の結果、MPO 阻害剤処理により、PMA 刺激では NETosis 誘導は著明に抑制されたが、A23187
刺激では抑制されなかった。従って、NOX 依存性 NETosis は、MPO から産生される ClO-が細胞膜崩
壊に関与し、NOX 非依存性 NETosis においては関与しないことが明らかとなった。Necroptosis 細
胞膜崩壊作用に関与している MLKL の阻害剤を用いて解析した結果、NOX 依存性、非依存性 NETosis
どちらも部分的に抑制された。以上のことから NOX 依存性 NETosis は MPO と一部 Necroptosis 様






を用いた。E2 を添加することで A23187 刺激による NETosis 誘導は著明に亢進した。本機構を解
析した結果、E2 添加により NETosis 誘導マーカーのヒストンシトルリン化が亢進し、同時にヒス
トンシトルリン化酵素である PAD4 の発現も亢進していた。NETosis 誘導には ROS が関与している
ことから L−012 を用いた ROS 産生量を測定したところ、E2 添加により ROS は減少した。さらに、
エストロゲンの膜受容体である GPR30 のアゴニストを添加することにより E2 と同様の効果が得
られた。そのため、E2 の効果は膜受容体を介している可能性が示唆された。これらの結果より、
エストロゲンは膜受容体である GPR30 を介し、PAD4 の発現を亢進させ、ヒストンシトルリン化を
誘導させることで、ROS 非依存的に A23187 誘導性 NETosis を亢進させていることが示唆された。	
	
結論	
	 本研究では、NETosis の誘導機構を詳細に検討した。解析の結果、NOX 非依存性 NETosis には
Ca2+が関与していること、NETosis の誘導機構にミトコンドリアが関与し、その欠損細胞の実験
から特に NOX 非依存性の NETosis 誘導機構にミトコンドリアが関与すること、さらには NOX 依存
性と非依存性では細胞膜崩壊機構が異なることが明らかとなった。また、NETosis は、様々な炎
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NADPH オキシダーゼ（NOX）依存性の機構があること、また NOX によって産生さ
れる活性酸素（ROS）が重要な役割を持つことが知られていたが、近年 NOX 非依存性
誘導機構の存在が示唆されたことから、本論文では主に NOX 非依存性 NETosis の誘導
機構について解析し、その一端を明らかにした。 
 申請者は、まず NOX 欠損マウスを使用し、好中球を単離して実験を行った。その結
果、NOX 欠損マウス由来好中球において、NOX 依存性 NETosis の誘導物質であるフ
ォルボールエステル（PMA）では NETosis は誘導されなかったが、カルシウムイオノ
フォアである A23187 では NETosis が誘導されたことから、A23187 が NOX 非依存性
NETosis の誘導物質であることを新たに示した。 
 次に申請者は、ミトコンドリアが NETosis に影響を及ぼし、またミトコンドリアで
ROS が産生されるとの報告に基づき、ミトコンドリアの関与について解析するため、
ヒト前骨髄球性白血病細胞株である HL-60 から、新規の方法によりミトコンドリア遺
伝子欠損細胞（ρ0 細胞）を作成し実験を行った。HL-60 とρ0 細胞を好中球様細胞に
分化させて、PMA と A23187 で処理した結果、PMA はどちらの細胞でも NETosis を
誘導した。一方、A23187 は HL-60 では NETosis を誘導するが、ρ0細胞では誘導しな
いことを認め、ミトコンドリアは NOX 非依存性 NETosis に関与することを示した。 
 続いて申請者は、ρ0細胞で A23187 処理により NETosis が誘導されなかった理由を
探るため、NETosis が起きる上で重要な現象である核脱凝縮に関わるヒストンのシトル
リン化について解析した。その結果、ヒストンシトルリン化及びシトルリン化酵素であ






の誘導は抑制されたが、A23187 による NETosis の誘導には影響が認められなかった。
この結果から、MPO により産生される ClO—は NOX 依存性 NETosis における細胞膜崩
壊には関与するが、NOX 非依存性 NETosis には関与しないことが示された。さらに申
請者は、NOX 非依存性 NETosis における細胞膜崩壊機構を解析するため、Necroptosis
において細胞膜崩壊に関与することが知られている mixed lineage kinase domain like 
pseudokinase  (MLKL) の関与について解析した。MLKL 阻害物質で前処理すると、
PMAと A23187 により誘導される NETosisはどちらも弱く抑制された。この結果から、





に注目して解析を行った。HL-60 では、17β—エストラジオール及び GPR30 のアゴニ
ストは A23187 により誘導される NETosis を亢進させ、これらの亢進作用は GPR30
のアンタゴニストにより抑制されることを認めた。また、PAD4 の発現とヒストンシト
ルリン化に対しても同様の結果であった。これらの結果から、エストロゲンは核内受容
体だけでなく細胞膜受容体を介しても NETosis を亢進させることが示された。 
 以上のように、本論文は感染時等でみられる好中球の細胞死である NOX 非依存性
NETosis の誘導機構の一端を明らかにするとともに、女性ホルモンは細胞膜受容体を介
する NETosis を亢進させることで、病態に影響を及ぼす可能性があることを示したも
のであり、薬学において価値のある研究と認めた。 
 
